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@ Verfahren und Vorrichtung zur vollautomatlschen simultanen Synthese mehrerer Polypeptide. 

@ Verfahren und Vonichtung zur vollautdmatischen simultanen Synthese mehrerer Polypeptide, wobei bis zu 
96 verschiedene Polypeptide in einem Pipettier-Roboter nach der Festphasensynthese-Methodo synthetislert 
werden. 
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Verfahren und Vonictitung zurvoliautomatischen simuitanen Synthese mehrerer Polypeptide 



FOr die schnelle Evaluiemng von Struktur-Wirkungsbeziehungen an biologisch aktiven Peptiden durch 
Rezeptor-Bindungs-Studien und die schnelle Epitop-Ermittlung fOr die Immunoiogie bei Peptiden und 
Proteinen werden relativ kleine Mengen (unter je 20 mg) einer Vielzahi von Peptiden benStigt Die 
Herstellung dieser Peptide erfolgt zweckmaBig nach der Festphasenpeptidsynthase. Diese Synthese basiert 
5 auf der von R.B. Memfield entwickeften Methode (G. Barany, R.B. Merrifieid in The Peptides. Analysis. 
Synthesis, Biology, Vol. 2, 3-284 (1980), Hrsg. Gross, Meienhofer Academic Press, New York), bei der die 
Peptidkette schrittweise aufgebaut wird. Die Syntheseschritte konnen wie folgt zusammengefaiSt werden: 

a) Binden der ersten AminosSure der Peptidkette Qber eine Ankergruppe an einen polymeren Trager, 

b) schnttweises Ankondensieren der Qbrigen Aminosduren der Peptidkette. 

w c) Zwischenschritte zwischen den einzelnen Kondensationen bestehend aus Waschen, Abspalten von 

Schutzgruppen und Neutralisieren, 

d) gewOnschtenfalls acylieren endstandiger Aminogruppen, 

e) Abspalten des Peptids vom Trager. 

Bei dieser Peptidsynthese mu6 mit einer Synthesozett von bis zu 18 Stunden, meist bis zu 4 Stunden 

15 pro AminosSure gerechnet werden. (Die einzeinen Kondensationen benotigeri meist 1 bis 2 Stunden 
Reaktionszeit; zwischen den Kondensationen sind In der Regel etwa 10 Zwischenschritte erforderlich, fur 
die je ca. 2 bis 15 Minuten gerechnet werden mussen.) Die Herstellung von Peptiden bestehend aus einer 
grdBeren Anzahl von Aminosauren ist somit sehr langwierig, art>eitstntensiv und teuer. 

Rlr die Festphasensynthese analoger Peptide ist von R. A. Houghten (Proc. Natl. Acad. Sd, USA, Vol. 

20 82. pp. 5131-5135 August 1985. Immunology) eine Methode beschrieben worden. Danach wird der 
polymere Trager fOr die Synthese in Portionen von je 50-100 mg in kleine Porose Polypropylent>eutel 
gefOllt'die Beutel werden zugeschmolzen, die in den Synthesen einheitlichen Zwischenschritte (Waschen, 
Neutrallsieren, Abspalten von Schutzgruppen) werden an alien Beutetn gleichzeitig in einem gemeinsamen 
ReaktionsgefMA ausgefQhrt die einzelnen Kondensationen werden getrennt ausgefUhrt Die Methode kann 

25 manuell Oder teilweise automatisiert unter Verwendung eines Peptidsynthesizers ausgefUhrt werden. 

Der Nachteit der be^riet>enen Methode iiegt darin, daB die Handhabung der Beutei etwas umstandlich 
ist. daB die Beutel nk:ht wieder verwendet werden k5nnen. daB fUr die Kondensationpn der verschiedenen 
Peptide die Beutei voneinander getrennt werden mOssen und keine Kontrollproben wlhrend der ganzen 
Synthese entnommen werden konnen. 

30 Der Erfindung iiegt die Aufgabe zugrunde. ein Verfahren und eine Vonichtung bereit zu stellen, die die 
automatische simuitane Synthese mehrerer Polypeptide ermoglicht und die oben genannten Nachteile 
venmeidet 

Die Aufgat^e wird geldst, indem die bereits erwahnte Festphasensynthese-Methode so abgewandelt 
wird. daB sie mit Hilfe eines entsprecht^nd angepaBten Pipettier-Roboters ausgefUhrt werden kann. Pipettier- 

35 Roboter sind bis jetzt fur Serienanalysen verwendet worden. Zum Beispiel ist etn Pipettier-Roboter der 
Rrma TECAN. RSP 5052, verwendbar. 

Pipettier-Roboter weisen folgende auBere Bestandteile auf: Mindestens ^nen Arm mit Dosierpipette, 
eine Halterung mit VorratsgefaBen sowie eine Mikrotiterplatte die bis zu 98 Wells enthalten kann, Der Ann 
des Roboters bringt die Reagenzien aus den VonratsgefiBen in die jeweiligen Wells der MIcrotiterplatte ein 

40 und saugt bei Bedarf FlOssigkeiten aus den Wells ab. Die KanUle dei^ Dosierpipette kann auch so 
ausgebildet sein, daB sie durch eine von oben nach unten laufende Trennwand in zwel Teile getetit ist 
(Durch diese geteitte Kanule ist es mdglich, zwei verschiedene Zudosierungen Oder eine Zudosierung und 
eine Absaugung mit einem Arm auszufOhren) Der Arbeitsablauf des Gerates wird durch ein Computerpro- 
gramm gesteuert 

45 Die Festphasenpeptidsynthese erfolgt erfindungsgemMB in einem solchen Pipettier-Roboter wie folgt 
In den Wells einer Microtiterplatte wird TrSgermaterial (vorzugsweise granuliertes Tragermaterial) vorgelegt 
Das Tragermaterial kann mit dem Anfangsteil des jeweiis gewunschten Peptids betaden sein. Die fOr die 
Reaktionen und Waschschritte benotigten FlOssigkeiten werden in den Von^atsgefSBen des Gerates bereit- 
gestellt Soil am Ende der Synthese das Peptid vom Trager getrennt werden und/oder sollen freie 

50 Aminogruppen acyllert werden, so sind auch fUr diese Reaktionen die erforderiichen Reagenzien in den 
VorratsgefaBen vorzubereiten. Aus den benotigten Reaktionszeiten ergibt Sich, daB es zweckmaBig ist, eine 
Microtiterplatte zu verwenden. die nicht mehr als 96 Wells enthalt Dementsprechend kc3nnen in einem 
Programmablauf maximal 96 verschiedene Polypeptide synthetlsiert werden. Entsprechend dem Programm. 
das der Synthese dieser Peptide angepaBt worden ist bringt der Roboter die Reagenzien und WaschflUs- 
sigkeiten in die einzelnen Wells ein und saugt nach der entsprechenden Verweilzeit die Uber dem TrSger 
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stehende RQssigkeit jeweils ab. 

Anhand des zweiarmigen Pipettier-Roboters RSP 5052 der firme TECAN wird das Verfahren und die 
notige Anpassung des Gerates an das Verfahren naher ertautert Die Anwendung des Verfafirens ist jedoch 
nicht auf dieses Gerat beschrankt Pipettier-Rolaoter anderer Bauait Insbesondere auch ein- Oder mehrar- 

5 mige Roboter kSnnen gemSe der vorliegenden Erfindung fur das Verfahren angepam werden. 

Es wird eine Microtiterplatte mit 96 Wells gewMhlt. Bn Well faBt z. B. 10 mg Harz, das mit einer 
Aminosaure beladen sein kann. und etwas mehr als 300 ul RQssigkeit Diese Menge Harz entspricht etwa 5 
umol Aminosaure bzw. ist fOr die Herstellung von etwa 5 umol Peptid geeignet Obliche Tragermaterialien 
auf Polystyrol- Oder Polyacrylamidbasis sind venwendbar. Es ist zweckmaBig, Peptide aufzubauen, die 
10 maximal 20 Aminosauren enthalten. Die dafQr benotigten ReagenzlSsungen und WaschflQssigkeiteh werden 
in den dafOr vorgesehenen Vorratsgefiflen vorbereitet Arm 1 des GerStes ist mit einer Dosierpipette 
versehen. Arm 2 mit einer AbsaugkanOie mit SpOh/onichtung. Diese SpUlvorrichtung Ist yorzugsweise mit 
einem separat stehenden VorratsgefSB fOr das verwendete Losungsmittel verbunden. Die Synthese erfoigt 
nach dem im angeschlossenen PC vorgegebenen Programm. 
75 Mit Arm 1 erfoigt die Zudosierung samtlicher ReagenzlSsungen, die aus offenen Von^tsgefaBen 
entnommen werden. Bevor die Dosierpipette von einer ReagenzlSsung zu einer anderen wechseft, wird die 
Dosierpipette in einer speziellen SpUlposition mit Losungsmittel gespOtt l^it Arm 2 erfoigt Ober eine mit 
einem RIter versehene KanGle das Absaugen der Reagenz-und WaschflQssigkeiten. Zur Verhinderung von 
Harzveriusten und Kontaminationen der benachbarten Welts wird die AuBenseite dieser KanUle nach jedem 
20 Absaugvorgang mit LSsungsmittel Ober eine an der KanQle seitlich angebrachte Zuleitung gespQit. Mit 
* diesem Losungsmittel wird gleichzeitig der nachste Waschvorgang begonnen. AnschlieBend wird die 
. KanUle In einer KanGlenspulposition at)gespult 

Rjr die Abtrennung des Peptids von Harz wird z.B. TrifluoressigsMure Qtw Anm 1 in die Wells 
eingebracht 

25 fMach erfolgter Abspaitung wird mit der AbsaugkanOie die Losung abgesaugt und in eine zweite 
Mikrotiterplatte QberfQhrt. aus der dSnn die Aufarbeitung erfoigt 

.Wie oben enwShnt worden ist kann die AbsaugkanOie mit einem RIter versehen sein. Dieses Riter ist 
am unteren Ende der KanOle angebracht und verhindert das Absaugen und Mitreiflen von Harz. ZweckmM- 
filg kann das Riter aus einem Edeistahldrahtnetz bestehen. das z.B. mit einem Ldtring befestigt wird. Bne 

30 andere MSglichkeit besteht darin, eine Metailsinterplatte Oder Keramiksinterplatte in die 6ffnung der KanOle 
einzupassen. Wird eine KanOle ohne RIter verwendet so kann durch langsames Absaugen das MItrbiBen 
und Absaugen von Harz weitgehend vermieden werden. Der Zeitbedarf fur das Absaugen steigt dadurch 
jedoch erheblich. . . 

Die AuBenseite der AbsaugkanOie wird nach jedem Absaugvorgang mit LQsungsmittel gespOlt Das 

06 erfoigt zweckmSfiig durch die Zufuhr des L5sungsmittels in einer Zuleitung (Schlauch Oder Rohr), die an 
der Langsseite der KanOle verlSuft und so angebracht Ist daB die Offnung knapp oberhaJh des unteren 
Endes der KanOle liegt Es ist wichtig, daB das Ldsungsmlttel den ganzen Umfang des unteren Erides der 
KanOte umspOlt 

Arm 2 des GerStes kann mit einem Kamm anstelle der AbsaugkanOie versehen werden. Bn solcher 
40 Kamm faBt mehrere AbsaugkanOlen (meist 4-12 KanOlen) der oben beschriebenen Ausfuhmngsart zusam- 
men. Mit Hilfe eines solchen Kammes konnen gleichzeitig mehrere Wells bedient werden, was zu einer 
wesentlichen Zeiterspamis fuhrt 

Im allgertieinen wird DMF oder N-Methylpynrolidon als Losungsmittel eingesetzt Dementsprechend 
mOssen die Wells und die eventuell vorgesehene SpOlvorrichtung aue losungsmittelbestandigem Material 
45 gefertigt sein. z.B. aus Polypropylen oder Teflon. In den handelsOblichen GerSten sind die Dosierpipetten 
und AbsaugkanOlen aus Edelstahl gefertigt Dieses Material ist fOr das erfindungsgemSBe Verfahren 
geeignet 

Wenn man bei dieser Synthese Pro Peptid eine grSBere Harzmenge einsetzen will (z.B. 50 mg Harz) 
mOssen Microtiterplatten mit grfifleren Wells ven/vendet werden. Diese Microtiterplatten sind geriormt und 
50 Im Handel erhSltlich. Sie enthalten dann entsprechend weniger Wells. 

Statt eines Zweiarm-Pipettier-Robpters kann auch ein Briarm-Gerat verwendet werden. In diesem Fall 
muB die AbsaugkanOie eine Unterteilung im freien Volumen besltzen. Durch den einen Tell erfoigt die 
Atsaugung der Wasch- und Reagenzlosungen, der andere Tell der KanOle erfOilt die Funktion des Armes 1 
des Zweiami-Gerats. d.h. dient der Zudoseriung der Reagenzlosungen. Der Schutz gegen Absaugen von 
55 Harz erfoigt wie beim Zweiamn-GerMt beschrieben. Auch diese Kanule wird wie oben beschrieben abge- 
spOlt 

Das Verfahren wird zum Beispiel mit folgenden Mittoln ausgefOhrt (Mengenangabe pro Well): Aus- 
gangsmaterial ist 10 mg mit Fmoc-Aminosauren beiadenes Harz (KomgrSBe 200-400 mesh); Fmoc 
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gesdiutzte Aminosauren werden in bis zu 10 fachem Oberschufi fQr jeden einzelnen Kupplungsschntt 
eingesetzt d.h, 200 ul einer DMF-L6sung von 50 umol Fmoc-AminosMure und 50 umol l-Hydroxybenzot- 
riazol und 100 ul einer DMi=-L6sung von 75 umol N.N-Oicyclohexylcarbodiimid werden zugegeben; die 
Kupplungszeit betragt ca 1 Stunde. Die Abspaitung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt jeweils mittels 300 ul 

5 einer 40%igen Losung von Piperidin in DMF. Die Abspaltungszeit ist ca. 20 Minuten. Die Waschschritte 
werden mit jeweils 300ul DMF ausgefQhrt 

Die Abspaftung des fertigen Pepdds vom Trager kann in den Wells erfolgen durch manueile oder 
automab'sche Zugabe von 300 ul Tn'fluoressigsaure (20 Minuten Reaktionszeit). Das Acylieren von freien 
Gruppen (NHj. OH) kann analog durch Zugabe geeigneter SSureanhydride. z.B. Acetanhydrid und Pyridin, 

70 erfolgen. Nach Beendigung dieser Umsetzungen wird die Losung abgesaugt und der Aufarbeitung zuge- 
fOhrt 

Wie aus der obigen ErISuterung deutlich wird, werden aJle Schrftte der Peptldsynthese in offenen 
Gefafien ausgefQhrt Durch die erfindungsgemafie AusfUhrung der Synthese werden die Peptide trotzdem in 
sehr hoher Reinheit erhalten. 
15 Figur 1 zeigt ein Beispiel einer KanQIe fQr einen Snami-Pipettier-Roboter: (1) KanUIe; (2) und (3) 
Zudosierseite bzw. Absaugseite der KanQIe; (4) Schlauch fUr Zufuhr des Losungsmittels zur SpQIung; (5) 
RIter. 

Das folgende Beispiel zeigt den Ablauf des Verfahrens. wobei der Aufbau eines Peptides in elnem Well 
beschrieben wird. Zu beachten ist die Reinheit des Produktes. 

20 

Beispiel: 

Es wurden 44 verschiedene Undekapeptide mit Hilfe des Tecan-Pipettier-Roboters RSP 5052 syntheti- 
25 siert AusgangsmateriaJ war jeweils ein uber einen Unker an Polystyrol gebundenes Tetrapeptid Fmoc-Arg- 

(Mtr)-Qln-Arg(Mtr)-Tyr(tBu)-Ljnker-Polystyrol (Beladung ca 0.5 mmol/g Harz). 44 mal wurden jeweils 10 mg 

dieses Harzes in die Wells einer Mikrotiterplatte (5 umol Peptid) gebracht und die Synthese begonnen. Als 

Beispiel wird die Synthese von 

Ac-His-Tyr-ne-Asn-Leu-lle-Thr-Arg-GIn-Arg-Tyr-NH2 
30 beschrieben. Die Synthese der Ubrigen 44 Peptidis vertief analog. 



Synthesecyclus: 

35 300 ul Piperidin (40%) in DMF (5 min) 
300 ul Piperidin (40%) In DMF (20 min) 
10 mal Waschen mit je 300 ul DMF (2 min) 

200 ul einer DMF-Loung 50 umolar an Fmoc-Thr(tBu)-OH und 50 umolar an HOBt 

100 ul einer DMF-Losung 75 umolar an DCC (1h) 
40 10 mal Waschen mit je 300 ul DMF (2 min) 

Entsprechend wurden gleichkonzentrierte Losungen von 

Fmoc-lle-OH 

Fmoc-Leu-OH 

Fmoc-Asn-OH 
45 Fmoc-lle-OH 

Fmoc-Tyr(tBu>-OH 

Fmoc-His(Trt)-OH 

in identischen Synthesecyclen verwendet Die abschliefiende Acetylierung wurde nach Fmoc-Spaltung wie 
Qblich mrt 300 ul einer DMF-Losung 40 umolar an Acetanhydrid und Pyridin durchgefQhrt. 
50 Die Abspaitung vom Harz erfolgte mit 300 ul TrifIuoressigsaure/1% Anisol 30m!n, waschen. 5 mal mit je 
300 ul Trifluoressigsaure. Die vereinigten Trifluoressigsaureldsungen wurden unter Feucfitigkeitsausschlud 
1 h bei 50*C stehengelassen und die Trifluoressigsaure im Vakuum abdestilliert. Der RQckstand wurde mit 
Ether im Ultraschallbad behandelt Ether dekantiert, der RQckstand mit wenig Wasser aufgenommen und 
gefriergetrocknet. HPLC-Chromatogramm (RPia-Saule) (Rg. 2). 
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Laufmittel A 
Laufmitte! 8 



Wasser/Acetonitril/Trifluoressigsaure 
Wasser/Ac8tonltril/rrifiuores5igs§ure 20/80/0^ 
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FAB-Massenspektrogramm: M + H : 1518 



AnsprUche 

1. Verfahren zur vollautomatischen simultanen Synthese mehrerer Polypeptide nach der Festphasen- 
synthesemethode unter Benutzung eines Pipettier-Roboters. wonach polymeres Tragermaterlal, dais mit 
dam Anfangsteil des jeweils gewQnschten Peptids beladen sein kann, in den Wells einer Microtiterplatte 
vorgelegt wird, dann nach der an sich bekannten Festphasensynthesemethode in den Wells die Peptide 
aufgebaut werden und gewQnschtenfails freie Aminogruppen und/oder Hydroxygaippen der Peptide acyliert 
werden und/oder anschliefiend die Peptide von ilirem TrSgennnaterial abgetrennt werden, indem die fur die 
einzefnen Schritte erforderllchen Reagenzien fc^ziehungsweise WaschflUssigkeiten durch einen oder nnehre- 
re Roboterami(e) mit ICanQIe aus den entsprechenden Vonratst)ehaitem in die Wells elngebracht werden 
und ieweils nach der benotigten Verweiizeit der Reagenzien beziehungsweise WaschflUssigkeiten die in 
den Wells oberhalb des Tragermalerials befindlichen RDssigkeiten durch einen Roboterann mit Kanule 
abgesaugt werden. wobei die ejnzelnen Schrrtte des Verfahrens durch das im Computer, der an den 
Roboter angeschlossen ist, vorgegebene Programm gesteuert werden. 

Z Verfahren nach Anspruch 1. bei dem jeweils zwischen dem Absaugen der RQssigkeit und dem 
Zugeben von Reagenzien die Auflenseite der KanOle gespQIt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. wobei die Reagenzien in bis zu 20 fachem OberschuB der 
stochiometrisch tjenfitigten Menge eingesetzt werden. 

4. KanQle fOr einen Pipettier-Roboter. deren oberes Ende an die Dosiervonichtung des Roboterannnes 
angeschlossen ist. deren unteres Ende mit einem RIter versehen ist und/oder die mit einer SpQIvonichtung 
versehen Ist. deren oberes Ende an dem Roboterarm angeschlossen ist und deren unteres Ende bis knapp 
oberhalb des unteren Endes der KanQle relchtr deren Offnung so angeordnet ist. daB das untere Ende der 
KanQle gespult werden kann. 

5. KanOle nach Anspruch 4, deren Hohlraum durch eine von oben nach unten laufende Trennwand in 2 

Telle geteiit ist 

6. KanOlenkamm. bestehend aus mehreren Kanulen nach Anspruch 4 Oder 5, 
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